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0 Peptides, anticorps diriges centre ces peptides, et precedes de detection et de dosage de 
papillomavirus HPV16, 

0 La presente invention concerne des peptides contenant au moins un determinant antigenique des proteines 
E6, E7. LI ou L2 des papillomavirus humains, determinant specifique du papillomavirus humain de type 16 : 
HPV16. 

Ces peptides salon Tinvention sont utiles principalement dans des serodiagnostics pour detecter et doser 
des anticorps specifiques du papillomavirus du HPV16 dans des echantillons biologiques. 

Ces peptides couples a une molecule support presentant des proprietes immunogeniques sont egalement 
utilises pour produire des anticorps diriges centre ces epitopes afin notamment de detecter par des techniques 
^immunohistochimiques a I'aide de ces anticorps les cellules infectees par le virus HPV16. 
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PEPTIDES, ANTICORPS DIRIGES CONTRE CES PEPTIDES, ET PROCEDES DE DETECTION ET DE DOSAGE 

DE PAPILLOMAVIRUS HPV16. 

La presente invention concerne des peptides contenant au moins un deternntnant antigenique des 
proleines E6, E7. LI ou L2 du papillomavirus humain de type 16 : HPVlG. Ces cJeterminants sent 
specifiques du virus HPV16. 

La presente invention concerne plus precisement des peptides notamment de 7 a 20 aminoacides, 
5 obtenus a partir de. c'est-a-dire comprenant en totalite ou en partie, une des dix sequences peptidiques de 
9 a 14 aminoacides selectionnees parmi les meilleurs epitopes et les plus specifiques des quatre proteines 
mentionnees de HPV16 qui seront explicitees ci-apres. 

Ces peptides selon rinvention ont ete selectionnes de fagon originale en vue principalement d'une 
utilisation dans des serodiagnostics pour detecter et doser des anticorps specifiques du papillomavirus 
10 HPV16 dans des echantillons biologiques. ce qui n'avait jamais pu etre realise jusqu'a present. 

Mais, ces peptides couples a une molecule support presentant des proprietes immunogeniques. c'est- 
a-dire permettant une immunisation plus efficace contre les peptides, peuvent egalement etre utilises pour 
produire des anticorps diriges centre ces epitopes afin notamment de detecter par des techniques 
immunohistochtmiques a I'aide de ces anticorps les cellules infectees par le virus HPV16. 
75 La presente invention concerne done aussi, d'une maniere generate, des procedes de detection et/ou 
dosage du virus HPV16 dans des echantillons biologiques. 

El en particulier, la presente invention concerne un procede de detection et/ou de dosage d'anticorps 
specifiques du virus HPV16 dans des serums humains et un procede de detection de proteines virales de 
HPV16 par des techniques immunohistochimiques. 
20 ^invention concerne egalement lesdits peptides couples a un element de marquage. On entend dans la 
presente. demande par "element de marquage" une substance directement detectable telle qu'une substan- 
ce radioactive, une substance fluorescente. ou encore un enzyme et ceci de maniere non limitative, ou une 
substance indirectement detectable, par exemple la biotine qui n'est pas detectable en tant que tel, mais 
via I'avidine ou la streptavidine. ces dernieres etant liees a une substance directement detectable, telle 
25 qu'une substance radioactive, une enzyme ou encore une substance fluorescente. 

La presente invention concerne egalement les anticorps obtenus a partir des peptides selon rinvention 
rendus immunogeniques par couplage a une proteine porteuse immunogenique via un lien chimique 

covalent. , . 

La presente invention concerne done egalement des conjugues des peptides selon I'inventibn couples a 
30 une macromolecule support presentant. si cela est souhaite, des proprietes immunogeniques. Les proprie- 
tes immunogeniques etant souhaitees. le conjugue est destine a preparer des anticorps. En revanche, 
lorsque le conjugue est destine a faciliter I'adsorption du peptide sur une phase solide dans le cadre d'un 
procede de detection et de dosage sur phase solide, on cherchera a utiliser une molecule support 
presentant peu ou pas de proprietes immunogeniques. 
35 L'interet de rinvention dans ses differents objets est lie a I'importance croissante attribuee au virus 
HPV16 dans les cancers du col uterin. 

De tous les cancers humains lies a des infections virales. celui du col uterin est de loin le plus frequent 
- pres de 16 % des cancers chez la femme - avec une incidence de 500 000 femmes par an. 
essentiellement dans les pays en voie de developpement (Marx. 1986). Bien qu'il ait decline en incidence 
40 et en mortalite grace a des programmes de detection precoce. ce cancer represente toujours un probieme 
de sante pubiique important dans les pays d'Europe et d'Amerique du Nord de par raugmentation de la 
frequence et de la precocite d'apparition des lesions dysplasiques (precancereuses), L'incidence de ces 
lesions varie de 3 a 5 pour mille par an selon les regions, avec une augmentation annuelle de 10 a 15 %. 
Depuis plus de vingt ans, des etudes epidemiologiques ont revete un lien existant entre les dysplasias 
45 genitales (coi uterin et vagin) et un facteur cancerogene a longue latence. transmis par voie sexuelle. De 
nombreux agents intectieux furent incrimines comme facteurs etiologiques (dont le virus herpes simplex - 
HSV) mais ce n'est que recemment. sur base de donnees cytologiques et d'experiences d'hybridation 
moleculaire. que quelques types specifiques de papillomavirus humains (HPV) ont ete associes a plus de 
90 % des lesions premalignes et cancereuses du tractus genital (Ostrow et coil, 1987 ; zur Hausen. 1987). 
- 50 Cette situation resulte d'une remarquable specificite de ces virus pour rhole et le tissu qu'ils infectent et de 
Tabsence, meme encore actuellement, de systeme de propagation virale en culture cellulaire in vitro. 

Essentiellement epitheliotropes. les papillomavirus ont leur cycle replicatif synchronise avec la differen- 
ciation des epitheliums squameux stratifies et seuies les couches superlicielles - keratinocytes differencies 
et corneocytes - contiennent des virus intectieux. 
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Cetle dependance envers la differentiation epitheliale explique i'impossibilite actuelle de produire des 
particutes virales in vitro et ('absence d'antigenes disponibles pour differencier serologiquenr^ent ces virus. 

L'inlroduction des techniques de ctonage et I'application de procedures d'hybridation nnoleculaire ont 
permis de contourner ces difficultes et de caracteriser une cinquantaine de papillomavirus humains 
5 impliques dans diverses lesions (revue : Mac Cance. 1986 : Pfister. 1987). 

.L'organisation structuraie, remarquablement bien conservee antra eux. indique que leur genome viral 
est divise en deux regions : la region precoce contenant les phases de lecture ouvertes (ORF) El a E8 - 
qui coderaient pour les fonctions de replication episomale, de controle transcriptionnel et de transformation 
- et la region tardive dont les deux ORF (Li et 12) produiraient les proteines de capside. Ces genes tardifs, 
10 qui ne sont exprimes qu'aux stades avances de la differenciation cellulaire, ne sont jamais exprimes en 
culture de keratinocytes in vitro (Pilacinski et colt, 1987). 

L'infection a papillomavirus apparait comme t'evenement neoplasique le plus frequent survenant dans 
repithelium cervical des jeunes femmes, souvent rapidement (i a 2 ans) apres le debut de Taclivite 
sexuelle. 

75 Les types d'HPV les plus frequemment retrouves dans ces lesions sont les HPV16 et 18 avec une 
frequence respective de 50 % (35 a 68 %) et 15 % (10 a 25 %). 

Si. approximativement. un quart des lesions regressent, la moitie persistent et un quart progressent 
(Syrjanen et coll. 1985). 

La capacite tumorale d'HPVl6 a ete etayee recemment par la transformation morphologique de lignees 
20 cellulaires etablies de ftbroblastes de souris et de rats (Yasumoto et coll, 1986 ; Kanda et coll, 1987 : Noda 
et coll. 1988) ainsi que cede de fibroblastes et de keratinocytes humains (Pirisi et coll, 1987). Les analyses 
transcriptionnelles des lignees cellulaires contenant le provirus HPV16 revelent i'expression predominante 
des sequences E6-E7 (Schwarz et coll. 1985 ; Baker et coll. 1987) et I'emploi d'anticorps dirlges contre les 
proteines E6 ou E7 - exprimees par des vecteurs bacteriens ou eucaryotiques - confirme la presence des 
25 produits de ces deux genes dans les lignees de carcinome cervical (Seedorf et coll. 1987 ; Smotkin et coll, 
1987 ; Androphy et coll. 1987 ; Mallon et coll, 1987). 

Toutes ces analyses indiquent que. contrairement aux autres genes viraux, les genes E6 et E7 sont 
exprimes dans la vaste majorite des lesions premalignes et cancereuses associees a Tinfection par HPV16. 
A cause du manque d*antigenes specifiques aux HPV, le role des mecanismes immunitaires humoral et 
30 cellulaire contre ces virus est bien moins connu chez Tetre humain. La plupart des donnees sur les 
reponses immunitaires aux HPV sont obtenues avec des melanges de ces virus utilises comme antigenes 
(Baird, 1983). 

Les rares etudes utilisant des antigenes specifiques montrent Timportance de la proteine structuraie 
majeure de la capside virale (LI) dans les reactions antigeniques. 
35 11 convient de souligner que si des peptides du virus HPV16 ont pu etre decrits dans Tetat de la 
technique, aucun n'ont permis d'obtenir jusqu'a present des tests de detection specif ique du virus HPV16 
qui permettent de concture avec certitude a Tinfection ou non par ledit virus, notamment dans le cadre de 
serodiagnostics. 

On peut citer en particulier un abrege recent d'une communication presentee en ivtai 1988 au Veme 
40 International Papillomavirus Workshop" ("Synthetic peptides and anti-peptide antibodies in the study of 
HPV16 capsid proteins". Barbara K. Beiss et al.) dans leque! les auteurs reconnaissent n'avoir pu 
selectionner aucun epitope permettant de mener a bien de fagon concluante des tests de serodiagnostics 
pour la detection d'anticorps specifiques de HPVlB. 

Precedemment, dans la demande de brevet EP 257 754 etait decrit un certain nombre de peptides 
45 constituant des epitopes de HPV16. Ces epitopes ont ete selectionnes pour des histodiagnostics. c/est- 
a-dire en vue de leur faculte de produire des anticorps. lesquels etaient utilises dans des tests mettant en 
oeuvre des techniques immunohistochimiques pour la detection de proteines de HPV16. Ces epitopes qui 
n'ont pas ete selectionnes dans les proteines Li et L2. et qui sont plus longs que ceux proposes selon la 
presente invention, n'ont pas ete valides pour des test de serodiagnostics de detection d'anticorps 
50 specifiques de HPV16, 

C*est pourquoi. un but de la presente invention etait principatement de proposer les epitopes les plus 
caracteristiques du virus HPV16 dans la perspective de detecter et doser dans le serum de femmes 
infectees la presence d'anticorps diriges contre les antigenes des HPV16 impliques dans les cancers du col 
uterin. 

55 Un autre but etait d'obtenir des anticorps polyclonaux et monoclonaux diriges contre ces epitopes afin 
notamment de detecter par des precedes de detection immunohistochimiques les cellules infectees par 
HPV16 notamment dans les frottis et biopsies cervicaies. 

Un autre but etait de proposer des precedes et moyens utiles dans ces precedes pour detecter et/ou 
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doser !es anticorps et antigenes associes aux HP VI 6. 

Une technique de selection original a permis selon I'invention de selectionner dix courtes sequences 
peptidiques de 9 a 14 anninoacides. 

La presente invention a done pour objet des peptides contenant au moins un determinant antigenique 
5 specifique du papillomavirus de type 16 (HPV16). caracterises en ce qu'ils consistent en une sequence 
peptidique d'au moins 7 aminoacides comprenant en totalite ou en partie une des dix sequences 
peptidiques suivantes : 

(DRKLPQLCTEL 
(Arg-Lys-Leu-Pro-Gln-Leu-cys-Thr-Glu-Leu) 
10 qui correspond a la position 17-26 de la proteine E6. 

(2) EKQRHL0KKQ 
(GIu-Lys-Gln-Arg-Leu-Asp-Lys-GIn) 

qui correspond a la position 121-130 de la proteine E6. 

(3) AEPDRAHYNIVTFC 

;5 (Aiu-Glu-Pro-Asp-Arg-Alu-His-Tyr-Asn-lle-Val-Thr-Phe-Cys) 
qui correspond a ta position 45-58 de la proteine E7. 

(4) PIKKPNNNKI 
(Pro-lle-Lys-Lys-Pro-Asn-Asn-Asn-Lys-He) 

qui correspond a la position 77-86 de la proteine L1 . 
20 (5)KHTPPAPKEDD 

(Lys-His-Thr-Pro-Pro-Alu-Pro-Lys-Glu- Asp-Asp 

qui correspond a la position 455-465 de la proteine LI . 

(6) GKRKATPTT 
(Gly-Lys-Arg-Lys-AIu-Thr-Pro-Thr-Thr) 

25 qui correspond a la position 509-517 de la proteine LI. 

(7) TTAKRKKRKL 
(Thr-Thr-Alu-Lys-Arg-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Leu) 

qui correspond a la position 522-531 de la proteine L1. 

(8) MRHKRSAKRTK 

30 (Met-Arg-His-Lys-Arg-Ser-Ala-Lys-Arg-Thr-Lys) 
qui correspond a la position 1-11 de la proteine L2. 

(9) NKQTLRTRSGK 
(Asn-Lys-GIn-Thr-Leu-Arg-Thr-Arg-Ser-Glu-Lys) 

qui correspond a la position 309-318 de la proteine L2- 
35 (10) YYM LR KRRK 

(Tyr-Tyr-Met-Leu-Arg-Lys-Arg-Arg-Lys) 

qui correspond a la position 452-460 de la proteine L2. 

Avantageusement. ces peptides selon I'invention comportent de 7 a 20 aminoacides. 

De preference, on peut citer les sequence (1) a (10) completes, ainsi que les trois sequences suivantes 

40 : 

-AEPDRAHYN tiree de la sequence (3). 
-KHTPPAPKE tiree de la sequence (5), 
-NKQTLRTR tiree de la sequence (9). 

De preference encore, on utilisera les sequences (2), (3). (7) et (10). 
45 Et parmi celles-ci. avantageusement la sequence (2) :EKQRHLDKKQ. 

Comme il sera explicite plus loin, a des fins de couplage, les peptides selon la presente invention 
pourront comporter une cysteine terminale supplementaire. 

La presente invention a^egalement pour objet des precedes de detection et dosage d'anticorps 
specifiques du papillomavirus humain de type 16 (HPV16) dans des echantillons btologiques, dans iesquels 
50 on met en oeuvre a titre de reactif des substances contenant des peptides selon I'invention. 

Selon I'invention. ces peptides peuvent etre mis en oeuvre de diverses fagons selon le type de procede 
de detection et/ou dosage auquel on a recours. II existe en effet de nombreuses techniques de detection 
et/ou dosage d'anticorps bien connues de Phomme de I'art. en particulier les dosages immunologiques sur 
phase solide. Pour une application dans un type de dosage immunologique sur phase solide. les peptides 
55 selon i'inventon peuvent etre couples a une molecule destinee a s'adsorber sur la phase solide telle que la 
paroi du recipient d'essai. 

Cette macromol4cule pourra etre une proteine et devra alors avantageusement etre telle que pas ou 
peu d'anticorps lui soient specifiques dans les serums testes. On utilisera par exemple la serum albumine 
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de bovin (BSA) ou de preference la serum albumine humaine (HSA). La HSA etant presente a haute dose 
dans les serums humains. ceux-ci ne comportent pas d'anticorps qui lui soient specifiques. 

Les peptides pourront etre couples, par exemple, a la BSA sur les groupes carboxyliques avec comme 
agent de couplage la carbodiimide l-3-{dimethylaminopropyl)3-ethyl carbodiimide-HCL (ref. : HOARE & 
5 KOSHLAND (1967). J, Biol. Chem. 242. 2447-2453). 

On peut egalement realise un couplage au groupe amine (NH2) de la proteine a I'aide de glutaraldehy- 
de (ref. KAGEN. A & GLICK, M, (1979) "Oxytocin". Methods of Hormone Radioimmunoassay (B.B. JAFFE & 
H.R. BERHMAN. editions) pages 328-329, Academic Press. New York). 

On pourra egalement realise un couplage aux groupes phenoliques (Tyr. Trp. Phe) a I'aide de Bis-diazo 
10 benzidine (BOB) (ref. BASSIRI. R.M. DVORAK. J. et UTIGER. R.D. (1979) "Thyrotropin-Releasing Hormo- 
ne". Methods of Hormone Radioimmunoassay pages 46-47. Academic loress. New York). 

Pour conserver ses caracteristiques antigeniques, le peptide sera avantageusement couple a une de 
ses extremites. 

Un precede permettant d'assurer un couplage en terminaison du peptide consiste en I'addition d'une 
/5 cysteine a Textremite amino-terminale du peptide pour le couplage a I'albumine serique humaine, par 
rintermediaire du m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide (M.B.S.) (ref. : LERNER. R.A. et al. (1981) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79. 3403-3407 ; KITAGAWA. T., KAWASAKI. T.. et MUNECHIKA, H. (1982) J. 
Biochem. 92. 585-590).. 

La presente invention a done egalement pour objet les peptides additionnes si necessaire d'une 
20 cysteine terminals 

Ces conjugues de peptides et d'un molecule adsorbable sur phase solide seront utiles dans les 
precedes de dosage immunologique en phase solide du type immunometrique. Dans le cadre de ces 
dosages sur phase solide, le peptide peut egalement etre lie a la phase solide, via un lien covalent. 

Seion des dosages immunologiques en phase solide. objets de Tinvention, une fois le peptide adsorbe 
25 ou lie de fagon covalente a la phase solide, on ajoute I'echantillon contenant les anticorps a doser. puis soit 
un second anticorps couple a un element de marquage, second anticorps reconnaissant les anticorps a 
doser. soit un peptide selon ^invention egalement dote d'un element de marquage. Apres addition si 
necessaire d'un element detectable reconnaissant et se fixant a ['element de marquage dans le cas oili 
{•element de marquage ne comporte pas lui-meme un element directement detectable, on precede au 
30 lavage de la phase solide et a la lecture du signal emis par I'element detectable. 

La presente invention a done pour objet les conjugues d'un peptide selon IMnvention avec une molecule 
susceptible de s'adsorber sur une phase solide utile dans un precede de dosage sur phase solide conforme 
a I'inventien. 

Avantageusement, le peptide est couple a une macromolecule. notamment une proteine centre laquelle 
35 peu ou pas d'anticorps sent presents dans les echantillons biologiques a doser. notamment. la serum 
albumine de bovin ou la serum albumine humaine. 

Plus precisement. un precede selon I'inventien est caracterise en ce que les conjugues des peptides et 
d'une molecule susceptible de s'adsorber sur phase selide sent adserbes sur ladite phase solide. 
notamment sur la parei d*un recipient d'essai avant incubation des serums a doser, puis les anticorps 
40 specifiques du papillomavirus HPV16 presents dans les serums se fixent sur les peptides adserbes et sent 
reveles par des seconds anticorps introduits dans le recipient d'essai qui reconnaissent et se fixent sur 
lesdits anticorps specifiques de HPV16, lesdits seconds anticorps etant couples a un element de marquage, 
directement ou indirectement detectable. 

Avantageusement. selon la presente invention, lesdits seconds anticorps sent des anticorps monoclo- 
45 naux anti-IgG ou anti-lgf\/l humains. 

A titre de recipient d'essai, on peut utiliser des plaques de microtitration. 

Selon la presente invention a titre d*element de marquage sur lesdits seconds anticorps, on utilise une 
molecule directement detectable, telle qu'une molecule radioactive ou une molecule fluorescente ou encore 
une enzyme. 

50 Toutefois. dans un mode de realisation de la presente invention un element de marquage consiste en 
, une molecule indirectement detectable telle que la biotine, celle-ci etant detectee ulterieurement par 
I'adjonction d'une solution contenant de I'avidine ou de la streptavidine. ces dernieres substances etant 
elles-memes dotees d'une molecule directement detectable, comme une enzyme dans le cadre de dosage 
du type ELISA ou une substance fluorescente telle que I'Europium dans le cadre d'un dosage du type 
55 DELFIA (ref. : FLUOROIMMUNOASSAYS AND IMMUNOFLUOROMETRIC ASSAYS - Clin. Chem. 31/3 • p. 
359-370 (1985) - Hkka Hemmila ; EUROPIUlVl AS A LABEL IN TIME-RESOLVED IMfVlUNOFLUROMETRIC 
ASSAYS - Analytical Biochemistry 137 p. 335-343 (1984) - llkka Hemmila et al.). 

Les precedes de dosage mettant en oeuvre les techniques de type ELISA avec comme element 
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™^ ,ont aoolicables Douivu qu'elles soient suffisamment sensibles. Les techniques de 
detectable une ^^"l^ .f"' ^^^^^^^ comprenant notamment .'utilisation de node 125 ou 

Cosage ^^'^^^^^^^^^ OELF.A comportant ruti.isation d'une molecule fluorescente 

SretSTS^^^^^^^^^^^^ -nsibles pour la detection d'anticorps specitiques de 

mPVi6 f^^;;;,':rj;e de realisation particulier de .'ir^vention. on aura recours a uo precede de 

^'"'^runl ique d:,vpe DELF,A dans leque. lesdits seconds anticorps sent iies a de la b,ot.r,e qu, 
St'uulieurr^ent' eco^nueTar de .a streptavidine couplee a un co.p.exe d'Europiur.. 
,e"r rplf^dtr"^ '3 P- so.ide consistant dans .a paroi du 

d'essai, telle qu-une ^^^f ^ saturante. 

"dtr anticorps monoclonaux anti-.gG ou anti-.gM humains biotiny.es sont incubes. puis .a phase so.ide a 

^^^^ 

est ajoutee. 

-etenfin. on eHectue la lecture aufluorometre ^^^^^^ ^„ 

— - - '"-"^ 

ou lies des peptides selon I'mvention. immunologique de type 

anti-lgM humains biotinyles. anticorps obtenus a partir des peptides selon 

Hpopoly accha .des. ou enco e p ^^^^ ; ...e non limitatif. 

'TeVlnlo^S. ob"t deTa^^^^^ invention' peuvent etre aussi bien des anticorps po.yc.onaux que 
rnonoclonaux obtenus par.es techniques connuesdei-homme de ,^^^^ 

^= sp^c^^q^drn;^^^^^^^^^^^ SrhSrru:^.^^^^^^^^^^^^ en oeuvre de^ anticorps se.on 
'"-V^^S:::^":. apparan-o. . .a .u.i.re des exe.p.es qui vont suivre. 

EXEMPLE 1 : Detect;on par hybr|dation des papiUomav^ humains dans d|t1erents types de 

lesions gefiit'aies 

0„ . ,«« <.-abo.d co,,ec«on de «ss.s (.ro«s « l*opsl.s, de si,™ de paS.m.s in.ec.ees 

„ P.-"PV-. H~^^ p,.e.e. 

r^a^rrnenUn^s ^ ca,c,no.e ..de™e«e ..as,, ,o = 69, d'* 

(n = 8) du col uterin. . ,:,„« a ete confirme par dot blot sur TADN extrait d'une 

Le grattage direct du tissu cancereux sur f.ltre a ^^1^°^"'^,^ ..^^^^^ ethybridees en presence 

integre dans !e genome ceilutaire d*un petit nombre de patientes iraut^ y 

invasif (n = 4). inf^rt^e^ oar HPV16 (43 % de Maghrebines - 55 % de 

Au total. 48 % de ces patientes sont. infectees par nrvio v 
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Frangaises) et 15 % par HPV18 (14 % de Maghrebines - 16 % de Frangaises). La nationalite. les parametre 
familiaux (nombre d'enfants, ...). le dossier histopathologique (gravite des infiltrations inflammatoires. 
diff^renciation du stroma et taille, densite et nombre des cellules tumorales, ...) ainsi que ia stade de la 
lesion selon la classification T.N.M. (Tumor Node Metastasis) n'ont revele aucune difference statistiquement 
5 valable. 

Seul rage des patientes semble indiquer une legere predisposition a Tapparition du cancer chez les 
femmes infectees par HPV16. 



70 EXEMPLE 2 : Selection de peptides synthetlques 

Des algorithmes ont ete utilises pour predire la structure secondaire de chaque proteine (Garnier et 
coll.. 1978) et determiner la formation d'helices amphipatiques. Pour celles-ci, le moment hydrophiobique 
moyen et Thydrophobicite moyenne sont calcules selon la procedure d'Eisenberg et coll (1982. 1984) 
75 amelioree. 

La procedure initiale d'Eisenberg permettait de determiner, a partir de la sequence en acides amines, 
les regions globulaires. de surface et. membranaires d'une proteine quetconque. 

L'apport original de I'invention a ete le perfectionnement de cette methode d*analyse de maniere a 
mettre en evidence de tres courtes regions au sein de la proteine jouant le rote de recepteurs vis-a-vis 
20 d*une autre proteine, a savoir le couple antigene-immunoglobuline. 

Un segment de 7.9 et 1 1 acides amines est deplace le long de la sequence proteique et I'hydrophobici- 
te moyenne ainsi que le moment hydrophobique moyen sont calcules par segment. 

Ces deux parametres sont ensuite places comme une fonction de Tacide amine central du segment, 
tout au long de la sequence. 
25 Ces calculs utilisent I'ecfielle normalisee d'hydrophoblcite d'Argos et coll (1982). 

Dix peptides (de 9 a 14 aminoacides) sont ainsi selectionnees dans quatre ORF virales (E6, E7 LI et 

•-2). 

Pour estimer la specificite de ces peptides, une recherche d'homologie a ete menee par le programme 
de comparaisons de sequences peptidiques de Sellers et Goad, tel quMI se trouve implemente dans un 
30 logiciel. 

Les comparaisons ont porte sur les proteines El. E2. E6. E7. LI et L2 des papillomavirus suivants : 
HPVIa, HPVs. HPVb. HPV8. HPV11, HPV16. HPVIB et HPV33 

Ce criblage a permis de selectionner les dix sequences (9 a 14 aminoacides) -specifiques d'HPV16 
suivantes : 
35 (l)RKLPQLCTEL 

(Arg-Lys-Leu-Pro-GIn-Leu-Cys-Thr-GIu-Leu)^ 

qui correspond a la position 17-26 de la proteine E6. 

(2) EKQRHLDKKQ 
(Glu-Lys-Gln-Arg-Leu-Asp-Lys-GIn) 

40 qui correspond a la position 121-130 de la proteine E6. 

(3) AEP0RAHYNIVTFC 
(AIu-Glu-Pro-Asp-Arg-Alu-His-Tyr-Asn-IIe-Val-Thr-Phe-Gys) 
qui correspond a la position 45-58 de la proteine E7. 

(4) PIKKPNNNKI 

45 (Pro-lle-Lys-Lys-Pro-Asn-Asn-Asn-Lys-lle) 

qui correspond a la position 77-86 de la proteine L1. 

(5) KHTPPAPKEDD 
(Lys-His-Thr-Pro-Pro-Alu-Pro-Lys-Glu-Asp-Asp 

qui correspond a ta position 455-465 de la proteine Ll. 
50 (6) G K R K A T P T T 

(Gly-Lys-Arg-Lys-Alu-Thr-Pro-Thr-Thr) 

qui correspond a ta position 509-517 de la proteine LI. 

(7) T T A K R K K R K L 
(Thr-Thr-Alu-Lys-Arg-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Leu) 

55 qui correspond k la position 522-531 de la proteine LI. 

(8) MRHKRSAKRTK 
(l^et-Arg-His-Lys-Arg-Ser-Ala-Lys-Arg-Thr-Lys) 

qui correspond a la position i-ii de la proteine L2. 
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(9) NKQTLRTRSGK 
(Asn-Lys-Gln-Thr-Leu-Arg-Thr-Arg-Ser-Glu-Lys) 

Z correspond a la position 309-318 de la prote.ne L2. 

(10) YYMLRKRRK 
(Tyr-Tyr-Met-Leu-Arg-Lys-Arg-Arg-Lys) 

- rs^ivrr »■ s,n,««s ....... .....a. ... 

connues de rucmme de Part. 



" cyZMP^ F • gg!!!^ sefodlagnostics 

peroxydase ou la biotine. . ■ ^ icntnninue DELFIA (Dissociation Enhanced Lanthanide 

25 d'excitalion relativement large (Hemmila et coll. 1984). 
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A) Protocole DELFIA 

" ... o In r<;a mo liQ/ml PBS) est adsorbe sur les puits de plaques a nnicrofiltration 

-•rrr r,i^:r «^ - - ^ - 

foetal - d^complemente) 2 h a temperature ambiar^te (200 ul/puits). 

« Tcnrr;:^eero^T^^^^^^^^ 

;:s%essonter,suite lav.es 5 fols ™ ^3,,, p.o. Box ,0. 

5. Les puits sent ensu.te mcubes ^2;«"=,^^^ P'q"'^ „ ,3,^3 5 ,ois puis mis er. presence de 
200101 Turku. FINLAND) (250 ng/ml 50 Ul) ^^^T ^"".^Zur^^^^^ 

« .-enhancement solution" (100 ul) pendant 5 m.n. '^'^^■^f^^^^^^^^ acetate-phtalate 0,1 M PH 3.2 de 

6. ucu,e a. ..v»,om4„e '''■'^^ ^'^^!.2T^l,a^>. M, ,tons, sp«cir,d.e e, de 

d,.:;rard,Cd'rerrr:rd:z- -^p- ™ - - 

su, ,ea pu,u e« ,.e ^^'^^'l^^^^Z^ZT^j::^. . „„ epaisse^en, dp 

Les caract§ristiques originales de ce protocole utLriM «i 

" 'tS;°d1ZS'ts"',»s no. soeclOdpe, a.ec pn, spH.lp» de PBS e, ^.n, d. vo.p .p.« 
'tnr£:^tnT d^'illnr^l^^ ^^^^^^^ pn, d. PBS-FCS 20 . e, addUlpnp.e de 
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Tween, alors qu*en general les serums de patientes sont dilues dans des solutions de BSA 
degraisse. 



5 B) Resultats 

Le protocole ci-dessus a pernnis que ie bruit de fond du signal dO a ia proteine porteuse soit fortement 
reduit. Pour plus de 80 % des serums (cancers ou normaux), 11 se situe actuellement a moins de 3000 
coups par seconde (cps) comme 11 apparait dans le tableau 1 ci-apres (valeur en cps). 

10 

TABLEAU 1 



;5 





Enfants {n 
= 34) 


Adultes 
normaux (n = 
41 


Cancers du col 
uterin (n = 91) 


Moyenne 


1.411 


1.794 


2.362 


Deviation Standard 


742 


688 


2.011 



Les peptides selectionnes ont ete testes sur des serums provenant : 

- de patientes atteintes d'un cancer invasif du col uterin (n = 91) et dont on a pu determiner, pour une 
portion d'entre elle. Tinfection, ou non par HPV 16 par hybridation moleculaire sur I'ADN extrait de biopsies, 

25 - d'adultes asymptomatiques (n = 41) dont nous connaissons la valeur en vitesse de sedimentation des 
proteines pour 30 de ces serums, 

- d'enfants tres jeunes (1 a 5 ans ; n = 34) hospitalises pour differentes affections. I! s'agit d'une population 
dont nous connaissons le dossier pathologique et que Ton peut considerer comme temoin negative dans la 
mesure ou aucune contamination d'ordre sexuelle n'a put intervenir, ce qui est une condition pour I'infection 

30 par HPV16. 

Des quatre peptides (2). (3). (7) et (10) comme references precedemment, testes sur plus de 220 
serums, te peptide (2) presente dans les conditions actuelles de purete et de couplage la meilleure reponse 
specifique a une infection par le virus HPV16 par rapport aux autres peptides. Ceci est vraisemblablement 
du au fait que la structure du peptide (2) permet d'assurer que le couplage avec la BSA s'est fait en 
35 extremite du peptide, preservant ainsi ses determinants antigeniques, ce qui n'a sans doute pas ete le cas 
pour les autres peptides, compte tenu du fait que le couplage a ete realise selon la procedure ciassique en 
utilisant comme agent de couplage la carbodiimide. 

La "cut off value**, c'est-a-dire la valeur au dela de laquelle une presence d'anticorps specifiques de 
HPV16 est significative, est estimee a 15 000 cps. En effet, cette valeur est conventionnellement assimilee 
40 a la valeur moyennne d*une population non infectee additionnee de trois fois la deviation standard, ce qui 
correspond en prenant la population d'enfants : moyenn (3.265) + 3 x ecart type (3945) = 15 101 cps). 

La reponse specifique au peptide (2) (signal total - "bruit de fond") exprimee en pourcentage de la 
population setectionnee est indiquee dans le tableau 2 suivant : 



45 



(cps) 


a 


b 


c 


d 


e 


f 


g 


h 


Enfants 


82 


6 


12 


0 


0 


0 


0 


0 


Adultes 


54 


28 


11 


0 


7 


0 


0 


7 


Cancers 


28 


21 


19 


9 


8 


13 


3 


33 


a : 0-5000 ; b : 5-10000 : c : 10-15000 ; d : 15-20000 ; e : 
20-25000 : f : 25-50000 : g:> 50000 ; h :> 150OO. 



II convient de remarquer qu'une valeur de 7 % de reponse specifique pour une population d'adultes 
asymptomatique est tres revelatrice de I'exactitude du test, tl est en effet generalement admis que cette 
valeur correspond a cells de sujets a risque dans une population asymptomatique, c'est-a-dire de sujets 
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10 



15 



intectes par HPV16 .ais dont .es lesions precanc.reuses ne sent pas deCarees. Ce ,ait est corrobor. par 

,a valeur nulle J'^J','^"" '^';^3 ^ p^^ir d'une population de cancers du col uterin confirmenl 

D-autre part, la valeur de 33 A, oblenue a P^™ ° ..^.'^e -csocie a environ 40 % des cancers du col 

rST-S ; O^RST O^sS ' .KENSERG. h. e, H..,,n. K P-.c. N»«. Acad. Sc. 

USA 80. 3812-3815).. 

Tk dea aympiemes c«,>«a partc*,a chea las ..lanB : a.e,9iea. I*c«.na - vi,„a EBV. a„ap,oco. 
Southern Blotting et le signal specifiques au peptide (2). 



EXEMPLE 4 : MIse au point d'histodiagnostic 
.0 ^[^ap'insTnt imrr,unises contre les peptides synthetipues (couples a la KLH) par trois injections 
'"''Ts'^Z^^ol^r^'c^^^^^ serums sont testes par ELISA (les antiserums ont reconnu leur 

^'Tersourls tont imlnis.es contre les proteines vira.es par iniec.ions sous-cutanees ou peritonea.es 

" ^^^^Js'troSslnoclonaux dirig^s contre les peptides ^-^^^^^^^^ 
decHte pt Kolher et Milstein (1975). Us sont testes ensu.te par la methode OELFIA. 
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Revendicattons 

1. Peptide contenant au moins un determinant antigenique specifique du papillomavirus de type 16 
40 (HPV16). caracterise en ce qu'il consiste en une sequence peptidique d'au moins 7 aminoacides compre- 

nant en totalite ou en partie une des sequences peptidiques suivantes : 

(1) RKLPQLCTEL 

(2) EKQRHLDKKQ 

(3) AEPDRAHYNIVTFC 
45 (4) P I K K P N N N K I 

(5) KHTPPAPKEDD 

(6) G K R K A T P T T 

(7) TTAKRKKRKL 

(8) MRHKRSAKRTK 
50 (9)NKQTLRTRSGK 

(10) YYMLRKRRK 

2. Peptide selon la revendication 1. caracterise en ce qu'il comporte de 7 a 20 aminoacides. 

3. Peptide selon Tune des revendications 1 et 2. caracterise en ce qu'il consiste en une sequence 
peptidique choisie parmi une des sequences (1) a (10) completes et les trois sequences 

55 -AEPDRAHYN 
-KHTPPAPKEE 
-NKQTLRTR 

4. Peptide selon Tune des revendications 1 a 3. caracterise en ce qu'il est choisi parmi les sequences : 
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(2) EKQRHLDKKQ 

(3) AEPDRAHYN1VTFC 
(7)TTAKRKKRKL 

(10) YYMLRKRRK 

5. Peptide selon ta revendication 4. caracterise en ce qu'il consiste en ia sequence (2)EKQRHLDK 

K Q 

6. Peptide selon I'une des revendications precedentes. caracterise en ce qu'il est additionne si 

necessaire d'une cysteine terminate. . „^ ,c 

7 Proced^ de detection et dosage d'anticorps specif iques du papillomavirus humain de type ib 
(HPvie) dans des echantillons biologiques. caracterise en ce qu'on utilise un reactif comportant un peptide 
selon I'une des revendications precedentes. 

8 Conjugue d'un peptide selon fune des revendications precedentes et d'une molecule susceptible de 
s'adsorber sur une phase solide utile dans un precede de dosage en phase solide selon la revendication 7. 

9 Conjugue selon la revendication 8. caracterise en ce que le peptide est couple a une nnacromolecule 
contre laquelle peu ou pas d'anticorps dans les echantillons biologiques a doser sont presents. 

10. Conjugue selon la revendication 9. caracterise en ce que le peptide est couple a de la serum 
albumine de bovin ou de la serum albumine humaine. 

11. Peptide selon I'une des revendications I a 7, caracterise en ce qu'il est dote d'un element de 
marquage utile notamment dans un precede selon la revendication 7. 

12 Precede selon la revendication 7, caracterise en ce que des conjugues selon I'une des revendica- 
tions 8 9 et 10 sont adsorbes sur une phase solide notamment sur la parol d'un recipient d'essai avant 
incubation des serums h doser. les anticorps specifiques du papillomavirus HPV16 se fixant sur les 
oeotides et etant reveles par des seconds anticorps introduits dans le recipient qui reconnaissent et se 
fixent sur tesdits anticorps specifiques de HPV16. seconds anticorps couples a un element de marquage 

detectal^e^^^^^ selon la revendication 12. caracterise en ce que I'element de marquage est une molecute 
directement detectable telle qu'une molecule radioactive, une molecule fluorescente ou une enzyme, ou 
une molecule indirectement detectable telle que la biotine. 

14. Procede selon I'une des revendications 11 et 12, caracterise en ce que lesdits seconds anticorps 
sont des anticorps monoclonaux anti-lg6 ou anti-IgM humains. 

15 Procede selon I'une des revendications 12 a 14, caracterise en ce qu'il consiste en un procede de 
dosaqe immunologique du type DELFIA dans lequel lesdits seconds anticorps sont couples a de la biotine 
et sont reveles apres fixation sur les anticorps specifiques de HPV16 lies aux peptides adsorbes sur phase 
solide par de ta streptavidine couplee a un complexe d'Europium. 

16 Precede selon la revendication 15. caracterise en ce qu'il comporte les etapes suivantes : 

- le peptide coupl6 a de la BSA ou de la HSA est adsorbe sur la phase solide consistent dans la paroi du 
recipient d'essai, laquelle est ensuite lavee, 

- les sites non specifiques de la phase solide sont ensuite bloques par une solution saturante. 

- leo <erum< des patientes sont ensuite incubes dans le recipient, puis celui-ci est lave. 

. des" anticorps monoclonaux anti-IgG humains biotinyles sont & leur tour incubes. puis la phase solide a 
nouveau lavee. 

- le recipient lave est ensuite incube avec de la streptavidine marquee a 1 Europium. 

- une solution favorisant la liberation de I'Europium est ajoutee. et enfin 

- on effectue la lecture au fluorometre. t ^, lo 5, ir 

17 Trousse de dosage mettant en oeuvre un procede selon I'une des revendications 7 et 12 a 6, 
caracterisee en ce qu'elle comporte une phase solide sur laquelle sont adsorbes ou lies des peptides selon 

""''^a°Anticorps polyclonaux et anticorps monoclonaux obtenus a partir des peptides selon I'une des 
revendications 1 a 7, conjugues a une proteine porteuse immunogenique. 

19 Precede de detection de proteines virales specifiques du virus HPV16 selon une technique 
immunohistochimique, caracterise en ce qu'on utilise un anticorps selon la revendication 18, couple a un 
element de marquage consistant en une substance directement ou indirectement detectable. 
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